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摘要：目的 观察优化ATP荧光法检测医院次氯酸钠消毒后物体表面菌落数的稳定性，拓展ATP荧光法在医院的应用范围。

方法 优化ATP荧光法检测试剂的成分，采用优化后的ATP荧光法对医院一种常用消毒药次氯酸钠（NaClO）消毒后的菌落数

进行检测，并考察其检测结果与国标平皿法菌落数检测结果的相关性。结果 优化后的ATP荧光法检测医院次氯酸钠消毒后的

物体表面菌落总数与国标平皿法菌落总数检测结果有很好的相关性，相关系数为0.985，Y＝0.062 7X+12.453（R2＝0.962 5），并
在此基础上制定了荧光法检测的半定量标准。结论 ATP荧光法可以应用于医院次氯酸钠消毒后物表的检测。
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in NaClO disinfection
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Abstract：Objective This paper aims to by observing the number of colony after ATP fluorescence detectionto optimize andex⁃
pand the application scope of ATP fluorescence method in hospitals.Methods The composition of ATP fluorescence detection re⁃
agent was optimized，and then NaClO，a common disinfection component，was selected for determination.Results It was found that
the optimized ATP fluorescence method whichused to detecthospital NaClO disinfection surface had a good correlation with the na⁃
tional standard plate method colony count detection results，Y＝0.062 7X+12.453（R2＝0.962 5），and on this basis，a semi⁃quantita⁃
tive standard for fluorescence detection was established.Conclusion ATP fluorescence detection results have significant correla⁃
tion with the national standard colony count detection method，with a correlation coefficient of 0.985.This method can be applied to
the detection of the surface which disinfected after NaClO in hospitals.
Key words：Disinfection test； Sodium hypochlorite； ATP fluorescence method； Total number of colony

ATP荧光法快速检测细菌总数是一种以生物发

光反应为基础的检测方法，该方法检测菌落总数便

捷、快速、准确，通过该方法能实时监测操作流程和

生产环境中微生物含量，可以从源头避免因细菌总

数超标导致的严重后果，因此近些年在多个相关的

行业领域中都得到了广泛的应用，尤其是对卫生环
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境要求严格的部门，如医院和食品企业等等。

目前我国大多数医院普遍都是采用消毒液来

进行杀菌消毒的，此法成本低，使用范围广，目前消

毒的效果还是根据国家标准（GB15982⁃2012）来进

行菌落总数的培养，此法培养时间长，一般需要48~
72 h，但是经过长时间的菌落培养等待，被消毒的位

置可能菌落总数早已经超标，此时使用ATP荧光法

就是对消毒效果是否理想很好的补充检查。但是

外界因素很容易影响荧光法的稳定性，造成结果的

不准确，这种结果的不稳定使该方法的应用范围受

到了很大的限制［1⁃6］。

本研究自 2018年 3—11月在ATP荧光反应试

剂中加入不同保护成分来增强试剂稳定性，以次氯

酸钠（化学分子式为NaClO）消毒物表做为实验对

象，筛选一种可以明显降低干扰次氯酸钠消毒液检

测结果的试剂，目的是提高ATP荧光法检测结果的

稳定性，提高其在医疗领域的应用范围。

1 材料与方法

1.1 试剂及仪器 本研究中所用的磷酸二氢钠，次

氯酸钠等生化试剂均为国产分析纯，购自广东华大

技术有限公司；蛋白纯化系统为美国GE公司生产

的液相色谱系统AKTA PURIFIER；检测荧光信号仪

器为北京滨松光子技术有限公司生产的BHP9505
微量光度仪。

1.2 试剂制备

1.2.1 PBS 缓 冲 液 的 配 制 pH7.8 的 0.2 mol / L
NaH2PO4 8.5 mL与0.2 mol/L Na2HPO4 91.5 mL混合。

1.2.2 ATP 荧光反应试剂的制备 荧光素酶 0.02
mg/mL；D⁃荧光素0.003 mg/mL；pH7.8的Tris⁃HCl 50
mmol/L；KCl100 mmol/L；MgCl22 mmol/L；丙三醇（gly⁃
ercol）10%；聚乙二醇辛基苯基醚（TritonX⁃100）1%。

溶液配制后用一次性灭菌的 0.2 µm水系滤膜过滤

除菌。

1.2.3 消毒试剂的配制 将次氯酸钠配制成5%的

母液备用，使用时将母液现用灭菌蒸馏水1∶100进行

稀释。

1.3 反应机制 基于萤火虫生物发光的原理，在有

镁离子存在的条件下，萤火虫荧光素酶以D⁃荧光

素、ATP、O2为底物，将化学能转化为光能并释放光

量子［4］，其发光强度（I）与ATP浓度（cATP）符合函数

关系；I＝Imax×cATP/Km+cATP，式中，Imax为最大发光

强度；Km为 l×l0-4。可知，当 cATP远小于Km时，I正

比于样品中的cATP。因此可通过测定发光体系的 I
值来定量ATP浓度［7］。正常条件下细菌体内的ATP
含量趋近恒定，为10-18 mol［8］。以光电倍增管为核心

采光部件的光度计都能检测低于10 pg分子的ATP，
这就使快速、准确检测细菌成为可能［9］。

1.4 蛋白纯化 萤火虫荧光素酶质粒由美国Cellex
公司 CEO James惠赠，该质粒载体为pET15b⁃sumo。
将该质粒转化到BL21DE3感受态细胞中，经过培养

挑取单克隆接菌到 LB 培养基中，37 ℃培养 4 h 后

18 ℃异丙基硫代半乳糖苷（IPTG）进行诱导，得到的

粗纯蛋白质经过Ni+离子交换纯化后，获得较高纯度

的萤火虫荧光素酶。

1.5 ATP荧光试剂的成分优化 ATP荧光法在实

际检测应用的过程中非常容易受到外界因素的干

扰，比如次氯酸钠会影响检测结果的最低灵敏度和

稳定性，而次氯酸钠溶液也经常被用在物体表面消

毒的过程中。为此我们首先对荧光试剂的成分进

行优化，在原试剂成分中加入终浓度 2 mg/mL牛血

清白蛋白（BSA）和 2% 硫酸铵来增加荧光反应试剂

中的蛋白质浓度和提高试剂的稳定性。

1.6 次氯酸钠消毒后菌落总数的检测方法 选取

一块1.2 m×2 m的大理石平台，用0.05% NaClO溶液

将无菌卫生棉浸湿，擦拭平台表面，20 min晾干。在

72 h内分别9次采用平皿法和优化前后两种ATP荧

光试剂同时检测所得到样品中的细菌总数。

1.7 采样方法 将无菌棉签用灭菌的 PBS缓冲液

浸湿，将棉签在所要检测的物体表面均匀涂擦，进

行细菌采集，采样面积为10 cm×10 cm，将取样后的

棉签头部剪掉手接触部分再次放入装有1mLPBS灭

菌的EP管中涡旋摇晃洗涤数次，即得到物体表面菌

样。将得到的菌样进行菌落总数（CFU）和相对发光

值（RLU）检测，以CFU和RLU值做结果分析。

1.8 统计学方法 采用 SPSS 19.0 进行分析，P＜

0.01为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 次氯酸钠消毒后荧光法检测与菌落总数相关

性 经消毒剂擦拭晾干后，平皿法检测的结果是

没有任何细菌，但采用优化前 ATP 荧光试剂检测

结果却显示出一定的光值，在随后的 72 h，平皿法

检测结果随着时间的增加，细菌总数随之增加，但

荧光法检测在 24 h 内的检测结果没有规律，24 h
后随着时间的变化，荧光值（RLU）与细菌总数

（CFU）有一定的相关性（图 1，2）。因此，当被检样

品细菌数较少时，检测结果受次氯酸钠的影响较

大，但随着次氯酸钠的不断降解和细菌总数的增

加，次氯酸钠对荧光法检测结果的影响逐渐变小。

优化后的荧光试剂检测的结果则与平皿法检测的

结果有一定的相关性（图 3）。
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图1 次氯酸钠消毒后的物表72 h菌落总数变化曲线
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图2 次氯酸钠消毒后的物表72 h荧光值变化曲线
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图3 优化后的荧光试剂检测次氯酸钠消毒后的

物表72 h荧光值曲线

2.2 次氯酸钠消毒后荧光法菌落总数标准曲线的

建立 我们再次通过对医院50张办公桌和50位工

作人员的手共100个样品采用次氯酸钠溶液进行消

毒，经过5 h后，采用国标平皿法和ATP荧光法两种

方法同时进行检测，将平皿法检测菌落总数（CFU）
和荧光法检测荧光值（RLU）的两组数据进行线性拟

合，建立标准曲线（图4），得出公式（1）：y＝0.062 7x+
12.453（R2＝0.962 5），说明在次氯酸钠消毒后的的

物体表面经过一段时间后其菌落生物发光值与菌

落总数存在着线性相关关系。

,�8��/RLU
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图4 ATP荧光法检测次氯酸钠消毒后表面的

菌落总数标准曲线

2.3 次氯酸钠消毒后荧光法与菌落总数的检测

我们再次用相同的方法选取医院 30处不同洁净程

度的物体表面（用次氯酸钠溶液消毒）。把荧光法

检测得到的RLU值带入公式（1），推算出CFU值（菌

落总数预测值），再将平皿法测得的CFU值（菌落总

数实际值）和菌落总数预测值（表1），用SPSS软件进

行显著性和相关性分析，结果表明当经过次氯酸钠

溶液擦拭过的物表再次采用荧光法检测时，平皿法

检测出的实际CFU值与荧光法推测的CFU预测值

在P＜0.01水平上呈显著相关，相关系数 r＝0.985。
即优化后的ATP荧光试剂在检测次氯酸钠溶液擦

拭后的物体表面的结果与国标平皿计数法基本一

致，可以用此方法对次氯酸钠消毒后的物体表面清

洁度进行半定量的判断。

表1 30处不同洁净程度的物体表面次氯酸钠消毒后的

菌落总数预测值与实际推算值

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30

相对荧光值

57
104
136
280
312
312
423
503
519
838
838
1364
1556
1620
1715
1731
1747
1779
3167
3230
3342
4905
7457
7584
7935
8573
9451
9690
10647
13677

菌落总数预测值/
(CFU/mL)

16
19
21
30
32
32
39
44
45
65
65
98
110
114
120
121
122
124
211
215
222
320
480
488
510
550
605
620
680
870

菌落总数实际值/
(CFU/mL)

30
37
45
56
56
56
72
84
86
87
88
90
120
135
164
187
223
241
268
288
320
422
490
509
510
536
750
780
875
930

医院消毒标准⁃国标（GB15982⁃2012）规定1 cm2

的面积CFU≤5.0，本实验的采样面积为10 cm×10 cm，

所以检测标准设定为 500 CFU，我们根据荧光法推

导出的CFU结果与平皿法检测的结果进行比对，并
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参考国标（GB15982⁃2012），发现当RLU值低于7 000
时，无论荧光法计算出的菌落总数CFU和平皿法实

测的菌落总数 CFU 结果均小于 450，当 RLU 高于

8 000时，对应CFU的结果均高于 550，所以我们将

光值RLU低于7 000设定为清洁；RLU高于8 000设

定为污染；RLU光值 7 000~8 000设定为警告，需要

进一步检测（表2）。
表2 医院消毒半定量标准

荧光值

＜7 000
7 000~8 000
＞8 000

菌落总数/CFU
＜500
＜500
＞500

半定量结果

清洁

警告

污染

根据表 2 的判断标准，我们随机在医院检测

了次氯酸钠消毒后的护理托盘、医护人员的双手、办

公桌面。由两个人分别各自采用一种方法进行双盲

实验进行验证。结果显示当平皿法检测结果细菌超

标时，荧光法测得的RLU值按照表 2中设定的结果

同样为超标。当平皿法检测的结果为合格时，荧光

法测得的光值同样低于设定污染的光值。验证试验

共检测 15个样品，其中平皿法测得 12个为合格样

品，不合格样品3个。荧光法测得11个为合格样品，

3个为不合格样品，1个为警告（表3）。该结果表明该

方法改进后可以对经过次氯酸钠消毒液擦拭后的物

体表面细菌总数的多少作出半定量的判断。

表3 两种方法15组盲测结果对比

序号

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

荧光法检测值

136
168
184
360
663
695
822

1 189
1 572
2 258
2 433
7 584
9 307
10 073
12 242

半定量

结果

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

警告

污染

污染

污染

平皿法检测菌落

总数/CFU
45
56
78
61
98
105
103
95
135
114
152
520
640
780
860

半定量

结果

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

清洁

警告

污染

污染

污染

3 讨论

目前国标法细菌总数测定采用的是平皿法，工作

量大，等待时间长，所以大大降低了工作效率，而且对

于营养富集的检测样品不能做到实时监测，过长的检

测时间会造成细菌的大量增长，如果通过荧光法对样

品进行半定量的测定，快速的给出样品合格、警告、不

合格的参考，则可以快速提高工作效率和避免因检测

结果时间过长造成细菌超标的危害［8，10］。

ATP荧光法的酶促反应对外界干扰较为敏感，

而目前市场中常用的消毒液种类繁多，每一种消毒

液对反应的光值均有不同程度的影响，所以限制了

该方法在医院中的应用。我们通过调研多家三甲医

院，发现所使用的消毒液主要成分为次氯酸钠，所以

我们将其作为首选并对检测试剂进行了优化，克服

了在低灵敏度时次氯酸钠消毒液对检测结果的影

响，并初步建立了检测标准。不同的医院或部门可

以根据环境卫生的要求单独对检测标准细化，如清

洁、基本清洁、警告、污染、重度污染等。另该方法的

检测结果RLU光值能直接由仪器读出，并对检测结

果进行不同等级的划分，直接为使用部门提供半定

量的检测结果，避免了检测前需要建立标准曲线等

一系列复杂的换算过程，既为日常的检测节约了时

间，又便于检测人员的使用。本实验选取了较为常见

的次氯酸钠消毒样品来进行实验，为荧光试剂在医院

领域大范围的应用提供参考，但该试剂优化后仍然

对市场上其他大部分消毒液种类不具备普遍性，因

此我们也在不断的进行后续的实验，力争早日研发

出更为稳定、适应性更广泛的荧光快速检测试剂。
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